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論 文 内 容 要 旨
ソラマメにおけるウイルス病の性状と発生生態に関する研究
ソラマ メは冬作物 と して古 くか ら四国の多 くの地域 で栽培 され てい る。また、
当地域 には原種 圃場 も数 多 く存在 し、 目本 で生産 され てい る栽培用 の種子 の大
部分 は愛媛 県 と香川 県 の両県で生産 されてい る。 しか し、当地域 の ソラマ メ圃
場で は、以前 か らモザイ クや えそな どウイルス病特 有の症状 が発 生 し問題 とな
って い る。特 に、古い ソラマ メ産 地で は土壌伝 染性 の ウイル ス病が多発 してい
る。 また 、イ ンゲ ンマ メ黄斑モザイ クウイル ス(BYMV)の よ うに ソラマ メで
種子伝染す るもの もあ り、種子生産 を担 ってい る当地域 と しては、BYMVを 含
む ソラマ メ ウイル ス病 について研 究 し、的確 な防除対策 を立て るこ とが、 ソラ
マ メ生産現場 お よび種 子生産 関係者 か ら強 く要望 されてい る。 そ こで、本研 究
では四国地域 の ソラマメ に発 生 してい る ウイル ス病 を調査 し、 ソラマ メで問題
とな って い るウイル ス病 の発 生実態 を明 らかに した。 また、 これ ら問題 とな っ
てい るウイル スの 中で、BYMV、 ク ローバ葉脈黄化 ウイル ス(CIY▽V)お よび
ソラマ メえそモ ザイ ク ウイル ス(BBNV)に つ いて は新 たに性 状 を解析 し、 こ
れ らウイル スを特異的 に検 出す る血清学的検 出法 を開発 した。 更 に、BYM:Vと
CIYVVに つ いては、 目本 に発生 してい るこれ らウイル スの系統 を、判別植 物 、
血清 学的 手法お よび分子生物学的手法 を用 いて明 らか にす る とともに、 ソラマ
メ圃場 にお ける両 ウイル スの蔓延機 構 の違い を明 らか に した。 また、BYMV、
CIYVVお よびBBNVの ソラマ メにおけ る品種抵抗性 、 ウイル ス感染 によるソ
ラマ メの被 害 について も解析 した。
1.四 国地域 の ソラマメに発 生 しているウイル ス病 の調査
四国地域 の66市 町村の211の ソラマ メ圃場 について ウイルス病の発 生状況
を調査 した ところ、202個 場で ウイルス病の発生 が確認 され た。 これ らの圃場
か ら、 ウイル ス症状 を示 してい るソラマメ株 を無作為 に130株 採取 し、 ウイル
ス粒 子 の電 子顕微鏡観 察、判別植 物の反応お よび 血清 反応 で ウイルス の種類 を
向定 した。そ の結果 、BBNVが10株 、ソラマ メ ウイル トウイル スが12株 、BYMV
が78株 、CIYVVが10株 、カボチ ャモザイク ウイル ス2(WMV2)が2株 か
ら検 出 され 、特 に、BYMVの 発生が顕著で あった。
2.四 国地域の ソラマメか ら分離 されたBYMVとCIYWの 性状
四国地域 の軽 いモザイ ク症状 を示 した ソラマ メよ り分離 した90-2分 離株 、種
子伝 染 に よ りウイル ス感染 した ソラマ メ実生 か ら分離 した90・3分 離株 、激 し
いえそ症状 を示 した ソラマ メよ り分離 した90-1分 離株 、モザ イ ク症状 を示 し
た ソラマメ よ り分離 した92-3分 離株 を、宿主範 囲、 ウイル ス粒 子の形態 、伝
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搬 性 ～ 血 清 反 応 お よび3'末 端 領 域 の 塩 基 配 列 か ら、 そ れ ぞ れBYM:V-90・2、
BYMV-90-3、CIY▽V-90-1お よび.CIYVV・92・3と 同定 した。
3.日 本 に発 生 して い るC.lYWの 系 統
日本 の 各 地 の 異 な る'植 物 か ら分 離 され たCIY▽Vの10分 離 株 は 、Ol
a血a■a互 漉o面 ムOl(1u∫ ηoa、 ハπ(痴"θZa刀(茄 、ム疋 わθη～雛12加抜ねa、 ソ ラマ メ:およ
び シロク ロ囲バ の反応 で、2っ のグル ープ(グ ル ー プ.1ど グル ープ2)に 分 か
れた(表1)。 これ らCIYVVの10分 離株 の血清学的性 状 を、CIYVVあ るい.は
BYMVに 対す るポ リク ロー ナル 抗 体 あ るい はモ ノ ク ローナ ル 抗 体 を用 い た
E:LISAで 比較 した ところ、2つ のSerotypeに 分 かれ(表2)、 判 別植 物の反
応.と.一致 した。次 に、 これ ら10分 離株 の外被 タンパ ク質遺伝子 を決 定 し、海
外 で報 告の あるオース トラ リア分離株 のCIY▽V-Bと ニュージー ラン ド分離株
のCIYVV.NZ.と 比較 した。CIYWの 外被 タンパ ク質遺伝子 は816塩 基で、271
表1日 本に発生するCIYVVの10分 離株の判別植物に対する反応.
分離株 翫0む'8η β1>た0原aη8α[ε 刀ρρ0曲 屈 α!θηρρo曲 」η
ゐθ励a雇 鋤 爵 四伽 む 釦 即 飢 伽 必r9励03












































a}D:枯 死、CS:退 緑 斑点 、{CS):弱 い退緑 斑 点lMa1:奇 形、M。r:モ ザイ ク、{Ho}:弱 いモザ イ ク、麗:え そ、
NS:え そ斑点 、 。:無 病微 で戻 し接 種 プラ.ス、』一:無 病徴 で 戻 し接 種マ イナ ス 、接種 葉/上 位 葉で 示 した 。
表2日 本に発生するCIYVVの10分 離株の血清反応
モ ノクローナル抗体
ポ リクローナル抗体 CrMの90・1 CIYW92-3

































































a)反 応の強さによ り4段 階に分け、封+は 強い反応、什 は中程度の反応、+は 弱い反応、一は反応な しを示 した。
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ア ミ.ノ酸 を.耳 一 ド.して い た。q1YVV・B.を 含 む グル 憎 プ1.分 離 株 間 の 塩 基.配 列
とア ミノ酸 配 列 の相 同性 は 、 そ れ ぞ れ93.3～98.4%、..97.0ッ99.6%で あ つ た 。
CIYVV-NZを 含 む グル ー プ2分 離 株 間 で は 、.それ ぞ れ92.0～98.0%、95.2～
98.2%で あ っ た 。.グル ー プ1と グル ー プ.2間.で は82.0.～84.1%、.90,4～94.1% .
・で
、.これ らグル ー プ1と グノP一 プ2間 の外 被 タ ンパ ク質 の ア ミ.ノ.酸変 異 は 、 外
被 タ ンパ ク 質 のN末 端 領 域 に集 中 して い た(図1)。.以 上 よ りくCIYvv.は 判 別
植 物 と血 清 反 応 の 異 な る2つ の グル ー プ に 分 か れ 、外 被 タ ンパ ク.質遺 伝.子 の.相
伺 性 と も「 致 した。:.,





















































































































































































































































図1CIYVVの12分 離株 の外被 タンパ ク質 ア ミノ酸配列 の比較
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4.日 本 に発生 して いるBYWの 系統
日本 の各地の異 な る植 物か ら分離 され たBYMVの.32分 離株 を15品 種 の
イ『ンゲ ンマ メに接種 した ところ、病原性 の差異 が観 察 され 、4種 類 のPathotype
(PathotypesI～rV)に 分 けるこ とができた(表3)。 ま た、BYMVの 分離 さ





























































































































































a)Sは 全身 感染,Lは 局部 感染 、 一は 感染 な し(戻 し接 種 マイナ ス)を 示 した。
れ た植 物 とBYMVのPathotypeに は 関連 が 見 い だ され 、 グ ラジ オ ラス か らは
主 にPathotypeIとPathotypelV、 ソ ラマ メか らはPathotypeH、 ク ロー・一バ 類
か らはPathotype皿 とPathotypeIVが 分 離 され た。BYMV・90・2お よびCIYVV・
90・1に 対 す るモ ノク ロー ナ ル 抗 体 を用 い たTAS一:EUSAに よ り、BYMVの32
分 離 株 に は 血 清 学 的 差 異 が観 察 され 、Pathotyp6と あ る程 度 一 致 した(表4)。
BYMVとCIYVVの 類 縁 関 係 、お よびBYMVめPathotype間 の類 縁 関係 を、
外 被 タ ンパ ク質 の ア ミノ酸 配列 で 比較 す るた め 、BYMVの6分 離 株 の3'末 端 の
塩 基 配 列 を決 定 し、既 報 のBYMVの7分 離株 と比 較 した。BYMVの 外被 タ ン
パ ク質 遺 伝 子 は す べ て822塩 基 か ら成 り、273ア ミノ酸 を コ}ド して い た。
BYMV間 で の塩 基 配 列 の相 同性 は80.5～99.4%、 ア ミノ酸 配 列 の相 同性 は8218
～99 .6%で 、分 離 株 間 で か な り変 異 に 富 んで い た(図2)。 一 方 、BYMVとCIYVV
間 で 比 較 す る と、 塩 基 配 列 の相 同性 は69.1～72.8%、 ア ミノ酸 配 列 の 相 同性 は































































































































































































































a)カ ッコ内のGは グラジオラスか ら分離 された株、Bは ソラマメから分離された株、Cは クローバから分離された株を
示 した。
b)反 応の強さによ り4段 階に分け、柵 は強い反応、什 は中程摩の反応、÷は弱い反応、一は反応な しを示 した。
株 の外 被 タンパ ク質 のア ミノ酸配列 を基 に して系統樹 を作製 し、Pathoもype間
の類 縁 関係 を比 較 したが 、Pathotypeと 系統樹 には 関連 が見 い だ され な く、
Path・typeに 関連 してい る ところは外被 タンパ ク質 の一部か 、あ るい は他 の部
分で ある と考 え られた(図3)。
5.血 清学的手法 を用いたBYMVとClYWの 特異 的検 出
BYMVとCIYWは 血清学的に良 く似てい るのみ な らず 、両 ウイル スには血
清学 的に異な る系統 が多 く存在す る。そ こで、BYMV-90-2、CIYVV-90-1・ あ る
い はCIYVV-92,3に 対す るモ ノクロ・一 ナル 抗 体の混合 を用 い たELISAで 、
BYMVあ るいはciYVVを 特異的に検 出す る方法 を開発 した。 モ ノク ローナル
抗体 のMAb-4G8どMAb-4H9の 混合 を用 いたTAS-E:LISAで は、BYM:Vの28
分離株 は 中程度 か ら強 く反応 し、CIYVV』 の10分 離株 、他 の7種 のPotyv:注us
(レ タスモ ザイ ク ウイル ス、、ポテ トウイル スY、 パパ イヤ輪 点 ウイル スースィ
カ系、エン ドウ種 子伝 染モザイ クウイル ス、・ダイ ズモ ザイ ク ウイル ス、WMV21
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図.2 B㎜ の13分 離株の外被タンパク質ア ミノ酸配列の比較
マ メ.ウィル.トウィノヒス、.キュ ウ リモザイ クウィル ス).は 反応 しなか った。 同様
に、MAb」.1d8とMAb-2D4の 混合 を用い たTAS-E:LISAで は.、.CIYWの10
翁離株に中程廉力}ら弾.く反.応し・BYMVの28分.離 株・..他9)7種9).P・tゆ3
お よび他の3種 の.ウイ.ルス.は反応 しなかった。MAb・5:F2.を 用 いたTAS.ELISA
一211一
では、BYMVの28分 離株 とCIYVVの10分 離株 は中程度 か ら強 く反応 し、他
の7種 のPotyv士rusお よび他 の3種 の ウイルスは反応 しなかった。 以上 よ り、
モ ノクローナル抗 体の混合 を用いたELISAでBYM【!あ るい はCIYVVを 特異
的 に検 出す る ことが可能 とな った。
6.ソ ラマ メ圃場 にお けるBYWとClYWの 蔓延機構
ソラマメ圃場 にお けるBYMVとCIYVVの 蔓延 機構 の違 いを明 らか にす るた
めに、 ソラマ メの3圃 場 にお けるBYMVとCIYWの 時期 別発 生状況 を、11
月下旬 か ら5月 中旬まで調査 した(図4)。'11月27目 の調 査ではすで に ソラマ
メの数パ ーセ ン トでBYMVの 発生が確認 され、これ らは種子伝染 に よ りBYMV
に感染 した と考 え られ た。BYMVの 発 生は12月 か ら2月 にかけ急激 に増加 し、
収穫 時期 まで には圃場 内のすべ ての株がBYMVに 感染 した。 一方、CIYVVは





















図3BYMVの13分 離株の外 被 タ ンパ ク質のア ミノ酸

































































ソラマ メ圃場 にお けるBYMVとCIYVVの 蔓延 め違 い として3つ の理 由が考
え られ た。 第1の 理 由 として、ソラマ メにおけ る種 子伝 染 の有 無が あげ られ る。
BYMVは 低 率で はあ るが ソラマ メにおいて種 子伝染 し、種 子伝 染 によ り圃場 内
に持 ち込 まれ たBYM:Vが1次 伝染源 とな る。 実際 、市販種 子の数パ ーセ ン ト
はBYM:Vに 汚染 してい た(表5)。 しか し、CIYWは 種 子伝染 しないた め、CIYVV
は圃場 内 に容易 には1次 伝染源 を形成 しない。第2の 理 由 と して、低 温条件下
での ソラマ メ株 内にお け る移行 速度 の違い が あげ られ る(図5)。 低 温条件 下
で、CIYVVは 接種葉 か ら上位葉への移行が遅 くなるが、BYMVは それ ほ ど温
表5市 販ソラマメ種子でのウイルス汚染4
品種 採種地 発芽種子数BYMV検 出数 検出率 悩)
さぬ き長 萸 香 川('9ω
さぬ き長 英 香 川rgD
さぬ き長 葵 香 川r92}
こ んぴ ら長葵 香 川 〔'9の
ロ ンググ リー ン ーr90}
打 越 一寸 大 阪 〔'鋤
打 越一 寸 大 阪r90)
お 多福 香 川{'90)
松 島一 寸 香 川('9Q}
松 島一寸 香 川egD
芭蕉 成一 寸 香 川 〔'90}
芭蕉 成一 寸 香 川{'9D
仁 徳 一寸 香 川 〔'90}
清水 早生 愛 媛r901
清水 早生 香 川{'90}
清水 早生 愛 媛('90)
陵西 一寸 一{'90)

































































































































































度 条件の影響 は受 けない。そのた め、12月 か ら2,月 の低温条件 下では、BYMV
は感染 部位 か ら株 全 体ヘ ウイ ルス移行 が起 こるが、CIY▽Vは この時期 に ウイ
ル ス移行 が起 こ らず 、圃場 内での蔓延 も起 こ らない。第3'の 理 由 と して、BYMV
とCIYVVの 干 渉効 果が あげ られ る。BYMVとCIYVV間 は不完全 な干渉効果
が あ り、特 に、BYMVはCIYVVの 感 染を よ り強 く阻 害す る(表6)。 ソラマ
メ圃場 では、BYMrV『 は1.月 か ら3月 までの低温時期 に効 率 よ く蔓延 してゆき、
気温 が上昇す る3月 か ら5月 には圃場 内のほ とん どの ソラマ メがBYMVに 感
染 した。 気温 が上 昇 して、CIYVVが ソラマ メ個 体 内の感染 部位 か ら他 の部位
に移行 しや す くなって も、BYMVの 干渉効果 でCIYVVは 他 の部位 あ るいは他
の ソラマ メ個 体へ の移 行 が阻害 され る。以上の3つ の理 由 よ り、四国地域 の ソ
ラマ メ圃場で はCIYVVよ りBYMV⇒ §優先 的に蔓延 す る と考 え られた。
表6ソ ラマ メにお け るBYWとCIYW間 の干 渉効果
1週 間後
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a)BY膨 あ るいはCIYVVと 特異 的に反 応 す るモ ノ ク ローナ ル抗 体 を用 い たTAS-ELI




























Aを お こ なった。
c)N.T.は2次 ウイル ス を特異 的 に検出 す るため の検定植 物 が ないた め、実験 を行 わ なか っ た。
7.BYMVあ るいはClYWに 対す る ソラマ メの 品種抵抗性 と収量の被害解析
BYMVあ るい はCIYVVに 対す るソラマ メの品種抵抗性 を明 らか にす るた め
に、BYMyあ るいはCIYVVを ソラマ メの8品 種 に接種 し、発病度 と1)AS-ELISA
の吸 光度 を接 種 後1ヶ 月 、2ヶ 月お よび3ヶ 耳 後 に比 較 した(表7)。8品 種
中:βYMVあ るい はCIYVVに 対 して免 疫的 な品 種 は1なか った が、打越 一寸 は
BYMVに 、大島在 来 はCIYVVに 比較的抵抗性 を示 した。 また、CIYVVの 抵
抗性 は気 温に よ り変化 し、気温が低 い ときに強 く発現 した。BYMVが ソラマ メ
一214一
に感 染す るこ とに よ り萸数 お よび萸重 は、大島在来 で84.9%お よび822%、 さ
ぬ き長葵 で73.8%お よび54.0%、 ・陵西一寸では65.3%お よび82.1%に それ ぞ
れ減少 した。 一方 、CIYVV感 染 で は3品 種 ともほ とん ど萸 が付 かず 、付い た
黄 も著 しい奇形 を示 しほ とん ど商品価値 はなか った。







































































































































































a)発 病度 は以 下の よ うに して算 出 した。
発 病度 需 Σ(程 度 別 発病株 数 ×指 数)/調 査株 数 ×4×100(%)
なお、病 徴 な しは指 数0、 軽 いモ ザイ ク は指数1、 モザ イク は指数2、 えそ を伴 っ たモザ イ クは
指 数3、 枯 死 は指数4と した。
b)蒸 留水 で5倍 に 希釈 して波長405nmの 吸光 度 を測 定 した。 なお、 調査株 数 は5株 として平 均値 と標 準
偏 差 を示 した。 なお 、 無接種 株 の吸 光度 は0.04以 下 で あった。
c)測 定 は接種 後1ヶ 月('92年1月4日)、2ヶ 月(2月3日)、3ヶ 月(3月4日)の3回 行 った。
8.四 国地域 の ソラマ メか ら分離 され た.BBNVの 性状 と本 ウイルスに対す る ソ
ラマ メの品種抵抗性 および収量の被害解析
香川 県の えそ を とも.なったモ ザイ ク症状 を示 した ソラマ メよ り:Furov:㎞.sが
分 離 され 、宿 主範 囲 、粒 子の電子顕微 鏡観察 、血清反 応 に よ りBBNVと 同定
した。BBNVは2粒 子性 の ウイル スで ある と考 え られ ていたが、電子顕微鏡 に
よる粒子観 察 とウイル ス核酸 のアガ ロー スゲル 電気泳動 で(図6、 図7)、BBNV
は幅 が25皿mで 、粒子長 が110nm、190nmお よび270nm、 ウイル ス核 酸の分
子 量が6700塩 基、5506塩 基お よび4500塩 基 か らな る3粒 子性の ウイルスで
あ るこ とが明 らかになった。BBNVに 対す る ソラマ メの品種抵抗性 を明 らか に
す るた めに、BBNVを ソラマ メの12品 種 に接 種 し、発病度 と1・:E:LISAの 吸光
度 を接種後1ヶ 月、2ヶ 月お よび3ケ 月後 に比較 した(表8)。12品 種 中BBNV
に対 して強い抵抗 性 を示す 品種 はなかったが、小粒 種の 品種 は大粒種 品種 と比
べ てBBNVに 対 して比較的抵抗性 を有 していた。 ソラマ メがBBNVに 感染す
一215一
る こ とに よ り黄 数 と爽 重 は 、 そ れ ぞ れ 大 島在 来 に お い て72.3%と59.3%、 さぬ





















1日3日 叩 「旧9日1旧 亀3015917臼1902旧 細250㎜ 説
粒 子の 長 さ(nm)
図6BBNV粒 子の電子顕微鏡写真と粒子長の測定 図7ア ガロース電1気泳動に よるBBNV.のRNAの 測定
表8BBNVに 対 す る ソラマ メの品 種抵抗 性
品 種 発病度 民}
1ケ 月 。)2ケ 月 3ケ 月 1ケ 月
吸 光度(OD価 叫)0

















































































a)発 病 度 は以 下の よ うに して算 出 した。
発 病度 昌 Σ(程 度別 発病株 数 ×指数)/調 査株 数 ×3×100(%).一
な お、病 徴 な しは指 数0、 軽 いモザ イ クは指数1、 キザイ ク は指 数2、 えそ を伴 った モザ イ クは指 数3と した。.
b)蒸 留水 で ⇒倍 に希釈 して 波長405nmの 吸光度 を測 定 した。 なお 、調査 株数 は5株 と して 平均値:と標 準偏 差 を
示 した。 なお、 無接 種株 の吸 光度 は0.04以 下であ った。
c)測 定 は接種 後1ヶ 月('94年1月18日)、2ヶ 月(2月15日 》、3ヶ 月(3且15日)の3回 行 った。
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論 文 審 査 結 果 要 旨
本論文 は四国地域の ソラマ メにおけ る ウイル スの発生生態 と性状解析を行 った ものである。イ ンゲ
ンマ メ黄斑 モザイ クウイルス(BYMV)と クローバ葉脈黄化 ウイル ス(CIYVV)に つい ては,従 来
の知見 とは異な る分離株 が多数検 出されたので,日 本各地か ら分離株を集め,そ の性状を比較 検討 し
て整理 した。 また両 ウイルスの性状が類似 してい るに もかかわ らず ソラマ メ圃場 におけ る蔓延程 度が
異なる理 由を明 らかに した。
BYMVの 系統につ いては,イ ンゲンマ メ4種 の判別 品種 を選定 し,こ れを用 いてBYMVは4種 類
のpathotype(PI～PIV)に 分 か れ る こ とを 明 らか に した。 また モ ノ ク ロー ナ ル 抗 体 を 用 い,
pathotypeは 外被 タ ンパ ク質の性状 と関連 がある ことを 明らかに した。
次 に,血 清反応 ではCIYVVに,判 別植物 の反応 ではBYMVに 類似す る分離株 につ いて外被 タ ンパ
ク質 のア ミノ酸 を比較 して,CIYVVの1系 統 であることを明 らかに し,こ の系統 の存在 が 従来 両 ウ
イル スの診断 ・同定 を困難 としていた一因で あることを明 らか に した。 またわ が国 のCIYVV・ には2
つ の系統が存在す ることを証明 し,N末 端領域のア ミノ酸 を比較す ることで,両 系統を類別する こと
がで きることを示 した。
BYMV間 では外被 タソパ ク質 のア ミノ酸 配列の相 同性 は82.8～99.6%,BYMVとCIYVV間 で は
68。9～77.3%で あ り,現 在両 ウイルスの所 属するpotyvirusの 分類 において,異 種 ウイルス間の外被 タ
ンパ ク質のア ミノ酸配列 の相同性は38～70%,同 種 間で は90%以 上である との基準が適切でない こと
を示 した。一方,血 清学的類 別が困難であった両 ウイル スに対 し,混 合 モノク ローナル抗体 を用 いた
検 出法を開発 し,特 異的 に両 ウイルスを識別 する ことを可能に した。
βYMVは12月 ～翌年 の2月 にかけ ソラマ メ圃場 内で蔓延す るが,CIYVVは3月 以降に圃場 内で広
が り,収 穫 時期 にはほ とん どの株 カミBYMVに 感 染す るが,CIYVVの 発生 は10%以 下であ った。 この
両 ウイルスの蔓延 の時期的な違いは,① 種子伝染 に よる1次 伝 染源 の差,② 低温条件下 での ソラマメ
体 内での ウイルス移行の差,③BYMVとCIYVVの 不完全な干渉効果 に よる ことを示 した。
また ソラマ メえそ モザイ クウイルスにつ いては,従 来 の報告 と異な り3粒 子性であ ることを明 らか
に した。
以上 のよ うに,本 研究は ソラマ メに発生 す る重要 ウイル ス,BYMVとCIYVVの 発生生態 と性状解
析 において多 くの新知見を得た もので,審 査員一 同は本論文提 出者 に博士(農 学)の 学位 を授与す る
こと可 と判定 した。
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